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RESUMO GERAL

O género Hancornia é monotipico cuja espécie se denomina Hancornia speciosa
Gomes (mangabeira). Trata-se de uma frutifera nativa do Brasil que desempenha
relevante papel no mercado de fruticultura tropical. S&o descritas seis variedades
botanicas de acordo com diferencas morfolégicas: var. speciosa, var. pubescens,
var. gardneri, var. maximiliani, var. lundii e var. cuyabensis. No entanto, a dificuldade
em distingui-las em popula¢gdes naturais sugere que essas variedades botanicas
constituam variacdes devido a adaptaces ecoldgicas. Nesse sentido, a construcdo
da filogenia do género permite elucidar a classificagdo taxondomica. Entre os
métodos moleculares, o uso de regides padrbes(DNA barcoding) caracteriza-se por
ser segura e promissora em estudos filogenéticos. Esta pesquisa teve como objetivo
estudar a filogenia do género Hancornia usando sequéncias plastidiais (trnH-psbA,
rocL e matK). Folhas foram coletadas nos Estados de Sergipe, Pernambuco,
Paraiba, Maranhdo, Ceara, Bahia, Goidas, Minas Gerais e na Colecdo de
Germoplasma da Universidade Federal de Goias. O DNA foi devidamente extraido e
as reacdes de PCR e sequenciamento das regides do genoma de cloroplasto foram
realizadas. A regido intergénica trnH-psbA identificou onze haplétipos. A arvore
filogenética mostrou a formacédo de dois clados: um para a variedade speciosa e
outro para pubescens, gardneri e cuyabensis, demonstrando que estas ultimas séo
mais proximas geneticamente. Resultado semelhante foi obtido na analise de
componentes principais onde revela que speciosa forma um agrupamento distinto
das demais variedades estudadas. Este fato pode ser consequéncia de um
isolamento por distancia jA que esta variedade ocorre somente na Mata Atlantica e
Caatinga. Dessa forma, a relacdo evolutiva entre as variedades evidencia a
formacdo de dois grupos genéticos, um para speciosa e outro para gardneri,
cuyabensis e pubescens, sendo revelado que gardneri possivelmente é um hibrido
natural entre cuyabensis e pubescens. Além disso, comprova-se a inexisténcia das
variedades maximiliani e lundii, mostrando ser apenas variagdes devido ao
ambiente. Portanto, somente trés variedades boténicas devem ser consideradas

para H. speciosa: pubescens, cuyabensis e speciosa.

Palavras-chave: Mangabeira. cpDNA. DNA barcoding. Taxonomia.



GENERAL ABSTRACT

The genus Hancornia is monotypic whose species is called Hancornia speciosa
Gomes (mangabeira). It is a fruit native to Brazil that plays a relevant role in the
tropical fruit market. Six botanical varieties are described according to morphological
differences: var. speciosa, var. pubescens, var. gardneri, var. maximiliani, var. lundii
and var. cuyabensis. However, the difficulty in distinguishing them in natural
populations suggests that these botanical varieties are variations due to ecological
adaptations. In this sense, the construction of the phylogeny of the genus allows to
elucidate the taxonomic classification. Among molecular methods, the use of
standard regions (DNA barcoding) is characterized by being safe and promising in
phylogenetic studies. This study aimed to study the phylogeny of the genus
Hancornia using plastid sequences (trnH-psbA, rbcL and matK). Leaves were
collected in the States of Sergipe, Pernambuco, Paraiba, Maranhdo, Cearda, Bahia,
Goias, Minas Gerais and in the Germplasm Collection of the Federal University of
Goiads. DNA was duly extracted and PCR reactions and sequencing of genome
chloroplast were performed. The trnH-psbA intergenic region identified eleven
haplotypes. The phylogenetic tree showed the formation of two clades: one for
speciosa variety and one for pubescens, gardneri and cuyabensis, demonstrating
that the latter are genetically closer. A similar result was obtained in the principal
component analysis where it reveals that speciosa forms a distinct grouping of the
other varieties studied. This fact may be a consequence of isolation by distance since
this variety occurs only in the Atlantic Forest and Caatinga. Thus, the evolutionary
relationship between the varieties evidences the formation of two genetic groups, one
for speciosa and another for gardneri, cuyabensis and pubescens, and it was
revealed that gardneri possibly a natural hybrid between cuyabensis and pubescens.
In addition, the absence of the varieties maximiliani and lundii is shown, showing only
variations due to the environment. Therefore, only three botanical varieties should be

considered for H. speciosa: pubescens, cuyabensis and speciosa.

Key words: Mangabeira. cpDNA. DNA barcoding. Taxonomy.
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1. INTRODUCAO GERAL

O género Hancornia pertence a familia Apocynaceae e possui uma unica
espécie denominada Hancornia speciosa Gomes (mangabeira). Trata-se de uma
espécie frutifera nativa do Brasil de grande importancia no cenario de fruticultura
tropical por produzir uma das mais importantes matérias-primas para a agroindustria
de polpas, sucos e sorvetes, desempenhando um relevante papel econdmico e
social (SILVA JUNIOR & LEDO, 2006).

Com base em diferencas morfoldgicas nas flores e folhas, sdo descritas seis
variedades botanicas: H. speciosa var. speciosa Gomes; H. speciosa var.
maximiliani A. DC., H. speciosa var. cuyabensis Malme, H. speciosa var. lundii A.
DC., H. speciosa var. gardneri (A. DC.) Muell. Arg. e H. speciosa var. pubescens
(Nees. et Martius) Muell. Arg (MONACHINO, 1945). No entanto, algumas variedades
apresentam distribuicAo simpéatrica, consideravel variacdo morfolégica entre
populacbes e ainda possuem individuos com caracteristicas fenotipicas
intermediarias (COLLEVATTI et al., 2016; FLORES et al., 2018), impossibilitando
uma identificagédo precisa e segura.

De maneira geral, a variedade speciosa, tipica do Nordeste, apresenta uma
diferenciacdo morfolégica singular em relacdo as demais, possuindo folhas
pequenas (cerca de 6 cm de comprimento e 2 cm de largura) e fruto de coloracdo
amarela com manchas avermelhadas e formato oblongo. Diferentemente das
demais que, no geral, possuem folhas maiores (variando de 6 a 12 cm de
comprimento e 3 a 7 cm de largura) e frutos de coloracéo verde acentuado ou verde-
claro com formato oblongo ou redondo, a depender da variedade (MONACHINO,
1945; GANGA et al., 2010). O fato de a variedade speciosa possuir caracteristicas
peculiares pode ser consequéncia de um mecanismo de isolamento por distancia.
Além disso, a distincdo entre as variedades é de carater qualitativo, sugerindo a
possibilidade de considerar um carater monogénico ao invés de diferentes
variedades (CHAVES, 2006).

Nesse sentido, estudos acerca do fenotipo em associagdo com pesquisas
moleculares tornam-se extremamente importantes para construir a filogenia das

variedades descritas para mangabeira, possibilitando uma melhor compreenséo de
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sua historia evolutiva. Trabalhos visando a caracterizacdo morfologica (GANGA et
al., 2010; FREITAS et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2014) e molecular, por meio
de marcadores de DNA (MOURA et al., 2011; SILVA et al.,, 2011; COSTA et al.,
2011; SILVA et al., 2012; AMORIM et al., 2015; COSTA et al., 2017; MAIA et al,;
2017) trazem informacdes relevantes acerca da diversidade e variabilidade genética
existente na espécie, porém, ainda sao insuficientes para elucidar, de fato, a
existéncia de diferentes variedades botanicas descritas. Com este intuito, nesta
pesquisa,as relacbes entre as variedades de H. speciosa foram estudadas através

da filogenia molecular.

2. TAXONOMIA DO GENERO Hancornia

Em 1812, Bernadino Antdnio Gomes identificou a mangabeira como
Hancornia speciosa (SILVA JUNIOR & LEDO, 2006) que, de acordo com o
Angiosperm Phylogeny Group IV - APG IV (2016), estd inserida nos seguintes
taxons: Reino Plantae, Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida, Subclasse
Asteridae, Ordem Gentianales, familia Apocynaceae.

O género Hancornia é caracterizado por ser monotipico e a espécie Unica é
denominada Hancornia speciosa. Para esta espécie sdo descritas seis variedades
botanicas de acordo com a revisdo sobre o género Hancornia realizada por

Monachino (1945), sao elas:

. Speciosa var. speciosa Gomes;

. Speciosa var. maximiliani A. DC;

. Speciosa var. cuyabensis Malme;
. speciosa var. lundii A. DC,;

. Speciosa var. gardneri (A. DC.) Muell Arg;

°
I T T T T T

. Speciosa var. pubescens (Nees. et Martius) Muell Arg.
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3. ASPECTOS GERAIS DA MANGABEIRA (Hancornia speciosa Gomes)

A mangabeira esté entre as primeiras espécies frutiferas relatadas por Gabriel
Soares de Souza, um dos cronistas mais importantes da época colonial, que em seu

“Tratado descritivo do Brasil”, de 1587, relatou a mangabeira da seguinte maneira:

“Na vizinhanga do mar da Bahia se ddo umas arvores nas campinas e
terras fracas, que se chamam mangabeiras, que sdo do tamanho de
pessegueiros... O fruto € amarelo, corado de vermelho, como péssegos
calvos, ao qual chamam mangabas; que sdo tamanhas como ameixas
e outras maiores, as quais em verde sado tbédas cheias de leite, e
colhem-se inchadas para amadurecerem em casa, o que fazem de um

dia para o outro, porque se amadurecem na arvore caem no chao”.

In: Tratado Descriptivo do Brasil, capitulo 52, em que se diz de
algumas arvores de fruto que se dao na vizinhang¢a do mar da Bahia,

de 1587, por Gabriel Soares de Souza.

O conhecimento acerca da espécie permite afirmar que a mangabeira € uma
arvore frutifera originaria do Brasil e encontrada em varias regides. E popularmente
conhecida como mangabeira, mangaiba, mangaldva, mangareiba, mangava,
manguba, mangabeira-agreste, mangabeira-brava, n mangaba-das-caatingas,
mangainha-das-caatingas, mangabeira-mansa, mangabeira-ovo, mangabeira-rana,
mangabeira-branca, mangabeira-vermelha, mangabeira-de-Goias, tembid,
tembiucatinga, catu, mangaiba-uva, mangabiba, mangabeira-de-Minas, fruta-de-
doente, mambaga, mangabeira-do-norte, mangabeira-do-cerrado (AGOSTINI-
COSTA, 2006; SILVA JUNIOR & LEDO, 2006).

A mangabeira € uma espécie que apresenta bom desenvolvimento em
regides de clima tropical com temperatura média de 24°C e 26°C, ocorrendo,
sobretudo, em areas constituidas de vegetacdo aberta (cerrados, cerraddes,
tabuleiros e restingas), embora também encontrada em zonas com temperaturas
minimas e maximas de 15°C e 43°C, respectivamente. Seu crescimento vegetativo
ocorre de maneira mais significativa nas épocas com temperatura elevada e
pluviosidade entre 750 mm e 1.600 mm anuais, sendo tolerante a periodos de déficit
hidrico. E encontrada em varias altitudes, desde o nivel do mar até em &reas de
1500 m (SILVA JUNIOR, 2003;SILVA JUNIOR & LEDO, 2006).
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Geralmente, desenvolve-se em solos considerados pobres e acidos,
acidentados, arenosos ou areno-argilosos, predominantes de regides do cerrado,
tabuleiros costeiros e baixada litoranea,indo desde os neossolos quartzarénicos
(areas quartzosas) até os argissolos e latossolos (LEDERMAN et al.,, 2000). No
cerrado, as mangabeiras ocorrem em formacgdes abertas, nas encostas pedregosas
(ALMEIDA et al., 1998).

3.1. VARIEDADES BOTANICAS DE Hancornia speciosa

Sabe-se que o aspecto das variedades de mangabeira encontradas no
Cerrado é diferenciado em relacdo aquelas encontradas na Caatinga e Mata
Atlantica. No entanto, de maneira geral, a espécie é considerada uma arvore de
porte médio, em que varia de 2 a 10 m de altura, podendo atingir até 15 m. Possui
crescimento lento, copa ampla (as vezes mais espalhada que alta)e numerosos
ramos separados, definidos e bem formados, de cortice levemente suberoso e lisos
de até 1 ano de idade, curtos, com poucas folhas, floriferos no apice. Apresenta
caule rugoso e aspero geralmente Unico (podendo haver bifurcacfes na altura média
de 40 a 50 cm da base), sendo tortuoso ou reto, com 0,2 a 0,3 m de diametro. Toda
a planta exsuda latex de cor branca ou roseo-palida (MONACHINO, 1945;
LEDERMAN et al., 2000).

A planta é decidua ou semi-decidua (SILVA JUNIOR & LEDO, 2006;
AGOSTINI-COSTA, 2006), havendo troca em suas folhas durante o periodo mais
seco do ano. As folhas medem 5 a 12 cm de comprimento e 1,5 a 6 cm de largura,
possuem um brilho consideravel, sdo simples, alternas e opostas, de forma e
tamanho variado, séao elipticas, oblongo ou eliptico-lanceoladas nas suas
extremidades, as vezes obtuso no apice, pubescentes ou glabras (dependendo da
variedade), olivaceo, mais descoradas na dorsal e com peciolo variando de tamanho
de acordo com a variedade (medindo entre 3 mm a 12 mm de comprimento), axilar,
fino, glabro, bianguloso (MONACHINO, 1945; SILVA et al., 2001).

Sua inflorescéncia é do tipo dicasio constituida normalmente de 1 a 7 flores,
podendo ocorrer até 10. As flores sédo hermafroditas, com aroma peculiar, coloragédo

branca e formato tubular, podendo apresentar tricomas internamente. As flores sao
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gémeas ou trigémeas no apice dos ramulos, possuem pedicelos de 6 mm a 8 mm de
comprimento que desaparecem junto ao calice. Este, por sua vez, € glabro ou
pubescente, com lacinias ovais, de margem ciliada. A corola mede 3 a 4 cm,
possuindo tubo milimétrico em largura com o triplo do comprimento dos lobos. O
androceu possui 5 estames, epipétalos; anteras lanceoladas, com aproximadamente
2 mm de comprimento, de filetes curtos e deiscéncia rimosa. O gineceu possui
ovario pequeno (aproximadamente 2 mm de comprimento) unicarpelar, pluriovular e
glabro; estilete longo (2,5 cm comprimento) com estigma tipico da familia (em
carretel) (MONACHINO, 1945; ALMEIDA et al., 1998; KINOSHITA, 2005).

Seu fruto é conhecido como mangaba cuja origem indigena (m& gawa)
significa “coisa boa de comer’. E do tipo baga podendo ser elipséide ou
arredondado, medindo entre 2,5 e 6 cm, podendo haver frutos de diferentes
tamanhos por planta e por variedade. Possui massa variando de 5 g a 50 g na
Caatinga e Mata Atlantica (AGUIAR FILHO et al., 1998) e de 30 a 260 g no Cerrado
(SILVA et al.,2001) com exocarpo amarelo com manchas avermelhadas, verde
acentuado ou verde-claro (dependendo da variedade). A polpa € bastante doce,
carnoso-viscosa, acida, contendo de 2 a 15 ou até 30 sementes castanho claras,
delgadas e rugosas e discoides medindo de 7 mm a 8 mm de diametro
(MONACHINO, 1945; GANGA et al., 2010).

O sistema reprodutivo da mangabeira foi estudado por Darraut & Schlindwein
(2005) onde foi constatado que se trata de uma espécie alégama e
autoincompativel. De acordo com os autores, as flores da mangabeira possuem uma
morfologia que conferem a planta um mecanismo eficiente que favorece a
polinizagdo cruzada. Mais tarde, Collevatti et al. (2016) realizaram estudos sobre

fluxo génico na espécie e seus resultados comprovam a autoincompatibilidade.

Dessa forma, ha necessidade de diferentes gendtipos da espécie e
polinizadores especificos para que haja fecundacdo cruzada e posterior formacao
dos frutos. Os polinizadores da mangabeira séo de diferentes grupos taxondmicos:
familias Sphingidae, (abelhas do género Euglossini), Hesperiidae e Nymphalidae
(género Heliconius) (DARRAUT & SCHINDWEIN, 2005). Estudos realizados por
Darraut & Schlindwein (2006) demonstraram que dentre a lista dos visitantes florais

em mangabeira foram encontrados 77 insetos, sendo 33 de espécies
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diferentes.Dentre eles, 11 foram espécies de abelhas da ordem Hymenoptera e 23
da ordem Lepdoptera.

Descricdes morfoldgicas sdo comumente usadas para diferenciar as seis
variedades de H. speciosa. Dentre as quais, destacam-se: altura da planta;
comprimento foliar e peciolar; auséncia/presenca de pubescéncia nas folhas,
comprimento, formato, coloragcédo dos frutos e épocas de frutificacéo.

No entanto, as definicbes existentes para distinguir as variedades sao
advindas da revisdo sobre o género Hancornia realizada por Monachino (1945).
Para o autor, as diferencas entre as variedades referem-se, principalmente, as

folhas (Figura 1) e a flor:

H. speciosa var. speciosa possui peciolo de 9 a 15 mm de comprimento;
limbo com cerca de 6 cm de comprimento e 2 cm de largura; glabra; pedicelos

glabros; calice glabro ou raramente pubescente externamente.

H. speciosa var. maximiliani caracteriza-se por ter seu limbo com
comprimento e largura um pouco menor e 0 peciolo um pouco mais curto que a
variedade tipica (var speciosa); peciolo com cerca de 8 mm de comprimento; limbo

de 5 a 6 cm de comprimento e 2,0 a 2,5 cm de largura.

H. speciosa var. lundii possui peciolo com 3 a 5 mm de comprimento; limbo
com 5 a 7 cm de comprimento e 3 cm de largura; pedicelos pubescentes; célice

cerdoso-pubescente externamente; corola com I6bulos pubescentes externamente.

H. speciosa var. gardneri possui peciolo curto como a variedade lundii; limbo
com 7 a 10 cm de comprimento e cerca de 4 cm de largura, glabro na face dorsal ou

pubescente na parte inferior da nervura central.

H. speciosa var. pubescens possui ramos densamente pubescentes; peciolo
curto como nas variedades gardneri e lundii, pubescente; limbo pubescente na parte
inferior, com 6 a 12 cm de comprimento e 3 a 6 cm de largura; corola maior com

I6bulos cerdoso-pubescentes, tubo pubescente externamente.

H. speciosa var. cuyabensis caracteriza-se por possuir peciolo com cerca de
3 mm de comprimento; limbo de 4 a 10 cm de comprimento e 1,5 a 3,0 cm de

largura; calice glabro externamente; corola grande, glabra externamente.
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Ganga et al. (2009) realizaram estudos estimando parametros genéticos em
progénies de H. speciosa do Cerrado e concluiram que dentre quatro variedades
estudadas, as variedades gardneri e cuyabensis apresentam maior desenvolvimento

em campo em relacdo ao diametro do caule e altura da planta.

O valor dos recursos genéticos de uma espécie esta estritamente relacionado
com a magnitude da variabilidade genética disponivel (CHAVES, 2006). Nesse
sentido, H. speciosa requer maiores informacdes sobre a variabilidade e diversidade
genética existente para as diferentes variedades descritas. Alguns trabalhos
voltados para a caracterizacdo baseada em aspectos morfologicos (GANGA et al.,
2009, 2010; FREITAS et al.,, 2012; NASCIMENTO et al.,, 2014) e através de
marcadores de DNA (MOURA et al., 2011; SILVA et al., 2011; COSTA et al., 2011,
SILVA et al., 2012; AMORIM et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2015; MAIA et al., 2017,
COSTA et al., 2017) foram realizados, porém € evidente a necessidade de um
estudo filogenético com um enfoque molecular para entender a organizacdo das

variedades dentro do género.

De acordo com Ganga et al. (2010) as variedades pubescens e gardneri
possuem frutos redondos e verde-claros(Figura 1). Essas informacfes atreladas ao
fato de que a Unica diferenca morfologica entre elas é de carater qualitativo, isto é,
folhnas pubescentes e glabras, respectivamente (MONACHINO, 1945), sugerem a
possibilidade de ndo considerar duas variedades diferentes ja que ndo ha restricdo
ao fluxo génico entre elas (COLLEVATII et al., 2016).

A variedade tipica da Caatinga e Mata Atlantica (var speciosa) possui frutos
bem singulares que, apesar de serem menores que os das demais variedades,
apresentam uma coloracdo amarela com manchas avermelhadas e um formato
oblongo (SILVA JUNIOR & LEDO, 2006; GANGA et al., 2010), além de folhas bem
menores (MONACHINO, 1945) (Figura 1). Para Chaves (2006), a discrepancia entre
speciosa e as demais variedades botanicas deve-se a um mecanismo de isolamento

por distancia.
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Figura 1. Fruto e folhas de variedades botanicas de Hancornia speciosa Gomes (mangabeira). A= var.
cuyabensis; B= var. gardneri; C= var. pubescens e D= var. speciosa. FONTE: CHAVES, L. J.
(comunicacao pessoal).

Apesar de Collevatti et al. (2016) afirmarem n&o haver restricdo ao fluxo
génico nas variedades estudadas (var speciosa, var cuyabensis, var gardneri e var
pubescens) ainda fica a lacuna sobre as variedades maximiliani e lundii, que nao
foram inclusas no trabalho. Isto permite inferir 0 seguinte questionamento: Os
diferentes aspectos morfolégicos sdo suficientes para definir a existéncia de

variedades botanicas em mangabeira?

3.2. ATRIBUTOS ECOLOGICOS, SOCIAIS E ECONOMICOS

A espécie H. speciosa € considerada uma frutifera de extrema importancia
para ecossistemas onde esta presente, sobretudo por seus frutos servirem como
alimento para diversas espécies animais (PEREIRA et al.,2006), além de constituir
uma fonte de renda de muitas familias que sobrevivem como “catadoras de
mangaba” (SILVA JUNIOR & LEDO, 2006).

A variedade speciosa € a mais explorada para a producdo de frutos,
predominantemente na forma de extrativismo. No entanto, em trabalhos realizados

com diferentes variedades de mangabeira, Ganga et al. (2010) demonstraram que
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as variedades gardneri e pubescens destacam-se com maior potencial para a
selecdo baseada em caracteres de tamanho e peso dos frutos, pois sdo maiores e
mais pesados. Dessa maneira, torna-se evidente a necessidade na obtencédo de
mais informacdes acerca da espécie e suas variedades, tendo em vista o interesse

crescente da industria.

De acordo com Lederman et al. (2000), os frutos da mangabeira ndo séo
somente apreciados por animais, mas também por populacdes humanas devido ao
sabor agradavel. Os frutos apresentam excelente valor nutritivo, sendo o teor de
proteinas, de 0,79/100g de polpa, superior ao da maioria das espécies frutiferas. O
fruto também é rico em diversos outros nutrientes como as vitaminas A, B1, B2 e C,
além de ferro, fésforo e célcio. O elevado teor de ferro, cerca de 28mg/100g de
polpa, faz com que a mangaba seja uma das frutas mais ricas neste mineral
(SOARES et al., 2004).

O fruto da mangabeira tem uma vasta utilizacdo, podendo ser consumido in
natura ou ser utilizado na fabricacdo de produtos diversos: sucos, doces, geléias,
vinho, sorvete, licores, vinagre (LEDERMAN et al., 2000). Essa vasta aplicabilidade
na utilizacdo de seus frutos permite afirmar que a mangabeira é uma frutifera de
grande interesse na industria (FERREIRA & MARINHO, 2007).

De acordo com Silva Junior &Lé&do (2006), no Cerrado, o pico de producao de
frutos ocorre de setembro a novembro. Na Caatinga e Mata Atlantica, entretanto,
ocorrem duas frutificacdes ao longo do ano, o que caracteriza duas safras: uma de
verdo, que vai de dezembro a abril; e a outra de inverno, que vai de maio ao inicio

de julho.

Além dos frutos, o latex da mangabeira também possui potencial para
exploracdo comercial, pois é de excelente qualidade e tem uma plasticidade
bastante elevada. Na Segunda Guerra Mundial, o latex da mangabeira foi muito
explorado para fabricacéo de borracha (SOUSA et al., 2005). Adicionalmente, o latex
tem atributos medicinais que vém despertando cada vez mais 0 interesse de
pesquisadores (BASTOS et al., 2017). Ha diversos registros de sua utilizacdo para
tratamentos de tuberculose, dermatoses, Ulceras, verrugas, coélicas menstruais
(SOUSA et al., 2005).
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4. DISTRIBUICAO E CENTROS DE DIVERSIDADE

A mangabeira é uma planta considerada de ampla distribuicdo geogréfica no
Brasil. Fora dele, é praticamente desconhecida e sua presenca é registrada apenas
no Paraguai, Bolivia (a oeste) e, possivelmente, no Chaco da Argentina. Alguns
autores afirmam que a espécie pode ser encontrada no Peru (a oeste) e Venezuela
(a norte) (MONACHINO, 1945).

Em territérios brasileiros, pode ser encontrada desde o Estado do Amapa até
Sédo Paulo, estando associada, sobretudo, as vegetacdes de Campos de Restingas
e Savanas (Cerrados) do interior e do litoral. Sua ocorréncia também foi relatada no

Parana e no Amazonas em areas nao florestais (Figura 2) (MONACHINO, 1945).

Segundo Giacometti (1993), os principais centros de diversidade genética
associados a mangabeira sdo: Costa Atlantica e Baixo Amazonas;
Nordeste/Caatinga, sobretudo as areas de tabuleiros e zonas de transicdo caatinga-
cerrado; Brasil central/Cerrado; Mata Atlantica, nas areas de savanas litoraneas e
restingas, onde no Nordeste esta presente na costa do Rio Grande do Norte a
Alagoas e na Bahia/Espirito Santo/Vale do Rio Doce esta presente no litoral de

Sergipe ao Espirito Santo.

Sendo assim, pode-se afirmar que a mangabeira ndo € restrita a um s
bioma, ao contrario de muitas espécies frutiferas nativas do Brasil (CHAVES, 2006).
No litoral da regido, populacdes nativas foram identificadas desde o Maranhéo até
divisa com Espirito Santo (MONACHINO, 1945) por se tratar de uma planta tipica
das areas de Tabuleiros Costeiros e Baixada Litoranea, podendo ter ocorréncia em
todos os Estados do Nordeste.

Relatos descrevem a ocorréncia de popula¢des naturais de mangabeira ao
longo dos Tabuleiros Costeiros, desde o sul da Bahia até o Ceard e no Estado do
Para. A ocorréncia no norte de Minas Gerais, cento-oeste da Bahia, e no Estado do
Tocantins, proximo as divisas com os Estados do Maranhéo, Piaui e Bahia também
foi relatada (SILVA JUNIOR & LEDO, 2006).

Entretanto, estudos mais aprofundados devem ser realizados acerca da
ocorréncia das diferentes variedades no pais, sobretudo pela dificuldade na
diferenciacdo e caracterizacdo entre as mesmas. Além disso, muitos dos relatos
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presentes na literatura estdo baseados em um espaco geografico distinto do atual

ocasionado pelas modificagBes na paisagem mediante acdes antropicas.

A distribuicdo geogréfica para as diferentes variedades de mangabeira tem
como base a descricéo realizada por Monachino (1945). Segundo ele, a variedade
speciosa é a mais abrangente no Brasil e ocorre desde a regido Sudeste até a

regido Norte.

Corroborando com esta informacdo, estudos no Cerrado do Centro-Oeste
realizados por Rizzo & Ferreira (1985), registraram a ocorréncia da variedade
speciosa nas regides de Goias e Tocantins, proximas a Bahia, Piaui e Maranhéao,

podendo atingir a margem direita do rio Tocantins até a divisa com o Maranh&o.

Figura 2. Distribuicdo geogréafica de Hancornia speciosa Gomes (mangabeira). FONTE:
GBIF (2018).

As demais variedades restringem-se ao bioma Cerrado. A presenca da
variedade cuyabensis foi relatada no Mato Grosso, mais especificamente na
Chapada dos Guimardes, a maximiliani em Minas Gerais, a pubescens ocorre em
Goias e Minas Gerais, e a gardneri ocorre no Brasil Central, de modo que estas
duas ultimas variedades sdo encontradas nos mesmos lugares e muito proximas
umas das outras. A variedade lundii ocorre nos Estados de Minas Gerais,
Pernambuco, Bahia e Goias (MONACHINO, 1945). Entretanto, César (1956),
Blossfeld (1967) e Rizzo & Ferreira (1985), observaram a auséncia da variedade
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lundii no Estado de Goias. A ocorréncia da variedade gardneri no Estado de Goias

também foi relatada por Blossfeld (1967).

Diversos trabalhos continuam demonstrando a ampla distribuicdo de H.
speciosa no Brasil, como, por exemplo, Ganga et al. (2010) relatam a ocorréncia da
espécie no Estado de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia e Tocantins.
Costa et al. (2017) apontam a presenc¢a de mangabeira no Centro-Oeste brasileiro, o
que também foi observado por Moura et al. (2011) relatando varias populagdes no
Estado de Goias. Ja em pesquisas realizadas em Estados nordestinos, Amorim et al.
(2015) evidencia a amostragem de espécies oriundas do Ceard, Sergipe e
Pernambuco, o que pode também ser verificado com estudos realizados por Maia et

al. (2017) nos Estados do Maranhéo, Sergipe, Pernambuco e Paraiba.

Embora os trabalhos relatem consideravel variabilidade genética encontrada
nas populacdes, bem como demonstrem ampla distribuicdo da espécie, as
variedades lundii e maximiliani ndo sdo mencionadas. Diante disso, pesquisas
capazes de esclarecer e comprovar quais as variedades, de fato, podem ser

reconhecidas para mangabeira sdo extremamente importantes.

5. DNA BARCODING E ESTUDOS FILOGENETICOS EM PLANTAS

O DNA barcoding ou "codigos de barra de DNA" (HEBERT et al., 2003),
consiste em um sistema anico e universal com o objetivo de identificar organismos
através da utilizacdo de sequéncias de regides especificas do DNA. As premissas
desta tecnologia baseiam-se na amplificagéo via PCR (Polymerase Chain Reaction)
de sequéncias de DNA definidas, curtas e padronizadas (HEBERT et al., 2003;
KRESS, 2017). O uso de sequéncias barcoding como alternativas moleculares para
estudos filogenéticos € feito através da comparacédo entre sequéncias do material de
interesse com aquelas depositadas em bancos de sequéncias obtidas de amostras
bem identificadas e que possuem material testemunho acessivel (JANZEN, 2003;
KRESS, 2017).

De acordo com Hebert et al. (2003), o marcador mais utilizado € uma regiao
do citocromo ¢ oxidase mitocondrial (COI ou cox1), o mais empregado em estudos

animais. Esse marcador, entretanto, ndo demonstrou sucesso em estudos vegetais
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devido, principalmente, devido a rapida modificacgdo de seu genoma, além de
apresentar baixas taxas de substituicdo de bases no genoma mitocondrial.Dessa

forma, houve a necessidade de buscar regides barcoding alternativas para vegetais.

A célula vegetal possui trés diferentes genomas: nuclear (nDNA), mitocondrial
(mtDNA) e de cloroplasto (cpDNA), sendo os dois ultimos de heranca uniparental.
No que se refere ao tamanho, o genoma de cloroplasto € o menor quando
comparado ao genoma nuclear e mitocondrial e apresenta estrutura circular sendo
representado por duas regides: a Large Single Copy Region (LSC) e a Small Single
Copy Region (SSC) interrompidas por duas copias de Large Inverted Repeats (IRa e
IRb) que codificam os mesmos genes (em direcBes opostas) (SHINOZAKI et al.,
1986) (Figura 3).

Em plantas, o uso de regides do genoma plastidial tem se mostrado uma
ferramenta satisfatéria para realizacdo de estudos filogenéticos, devido,
principalmente, sua facil amplificacdo, tamanho pequeno, baixa taxa evolutiva e da
maior conservacao (em termos de tamanho, conteudo, estrutura e ordem dos genes)
observada entre os genomas em evolucédo conhecidos (PALMER, 1985; KRESS et
al., 2008).

O sequenciamento de genes e de regides ndo-codificantes do genoma de
cloroplasto tem se tornado uma técnica muito promissora em estudos de filogenia
(KRESS et al, 2008). As variacdes que ocorrem no genoma (mutacdes pontuais,
rearranjos, incluindo delecdes, insercdes e inversfes) sdo caracteres utilizados em

estudos de filogenéticos.

AplOs um extenso inventario de regides génicas nos genomas mitocondrial,
plastidial e nuclear (por exemplo, CHASE et al., 2005; KRESS et al., 2005; LAHAYE
et al., 2008; NEWMASTER et al., 2008), quatro regides primarias (rbcL, matK, trnH-
psbA e ITS) geralmente tém sido aceitas como DNA barcoding na maioria dos
estudos em plantas (CBOL, 2009; LI et al., 2015).
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Figura 3. Genoma de cloroplasto de Hancornia speciosa Gomes (mangabeira). Dados n&o
publicados.FONTE: OLIVEIRA, E. J. S.

De acordo com Hollinggsworth et al. (2011), para que determinada regiao
gendmica seja usada como DNA barcoding é necessario que seja eficiente quanto a
universalidade dos iniciadores (primers), qualidade e facilidade de amplificagéo e
apresentar uma variabilidade ajustada a um alto poder discriminatério. Dessa forma,
para plantas, inicialmente, foi estabelecido que somente as regibes matK (mais

variavel e de maior resolugcdo) e rbcL (marcador de taxa evolutiva lenta e
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conservada) deveriam ser utilizadas como regides ideais usadas como barcoding e
gue a adicdo de outros loci seria desnecessario (LAHAYE et al., 2008; CBOL, 2009).

No entanto, a baixa resolucdo para a identificacdo molecular no nivel de
espécie e problemas com a amplificacdo de matK levaram a inclusdo de uma regiao
complementar, o espacador intergénico nao-transcrito denominado trnH-psbA
(CBOL, 2009).

De acordo com Storchova & Olson (2007), trnH-psbA é faciimente amplificado
e sequenciado, além de apresentar alta variagdo de nucleotideos, com comprimento
entre 200-500 pb na maioria das espécies vegetais. Portanto, as regides matK, rbcL
e trnH-psbA sdo as mais utilizadas de acordo com as recomendacdes do CBOL
(2009).

O gene matK codifica a proteina maturase K e o gene rbcL codifica a
subunidade grande da ribulose-1,5- bifosfatocarboxilase/oxigenase (LAHAYE et al.,
2008). O seguimento de matK utilizado em estudos com barcoding compreende 790
pb, aproximadamente. Trata-se de um gene utilizado como marcador na construcao
filogenética por ter demonstrado alto poder de distincdo taxonémica nos niveis de
ordem, familia e género, principalmente por estar presente em todas as plantas e
possuir rapida evolucdo. (HILU & LIANG, 1997; STOECKLE et al., 2011). O rbcL
apresenta taxa de evolucéo lenta e bastante conservada (ZURAWSKI et al., 1981),

por isso € comumente utilizado para fornecer dados filogenéticos.

Em plantas, a identificacdo de organismos com base em caracteres
morfolégicos requer conhecimentos taxonémicos especificos, pois se trata de uma
pratica minuciosa mediante sua importancia. Além disso, classificacdo de individuos
embasada somente no fenadtipo (folhas, raizes, flores, polen) se torna dificil (CBOL,
2009) quando se refere a caracteristicas fenotipicas minuciosas e, portanto, passivel
a erros. Sendo assim, a utilizacdo de DNA barcoding é considerada uma pratica de
identificacdo molecular segura e promissora (CBOL, 2009), revelando ser a
ferramenta ideal para testar hipoteses filogenéticas.

Em suma, os resultados provenientes de estudos de DNA barcoding séo
extremamente Uteis para gerar informagfes no contexto taxondmico baseado em
caracteres morfolégicos, podendo contribuir na formulacdo (e/ou reformulagéo) de

hipoteses filogenéticas, de sistemas de classificacdo e também de limites
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taxondbmicos (SEBERG et al.,, 2003; TAUTZ et al, 2003; STACE, 2005;
HOLLINGGSWORTH et al., 2011).

6. FILOGENIA E SUAS IMPLICACOES NO MELHORAMENTO GENETICO

A producdo nacional de mangabeira, na sua grande maioria, € oriunda do
extrativismo, mesmo perante a crescente busca pela industria. Com isso torna-se
imprescindivel a obtencdo de conhecimentos que possibilitem incrementar sua
cadeia produtiva (SILVA JUNIOR & LEDO, 2006).

Sao modestos 0s numeros de acessos de mangabeira mantidos em colecdes
e bancos de germoplasma. Atualmente, existem cole¢des de mangabeiras, mantidas
ex situ na Embrapa Cerrado e na Universidade Federal de Alagoas. Além disso, ha
um banco de germoplasma mantido na Empresa Estadual de Pesquisa
Agropecuaria da Paraiba (EMEPA) e de areas de conservacao in situ mantidas pela
Embrapa Tabuleiros Costeiros (SILVA JUNIOR, 2003). Na Escola de Agronomia da
Universidade Federal de Goids hd um banco de germoplasma implantado em 2005,
abrangendo populagbes das variedades botanicas pubescens, gardneri, speciosa e
cuyabensis (SILVA JUNIOR, 2003; LAZARO JOSE CHAVES, comunicagio

pessoal).

De maneira geral, de acordo com Yokomizo (2015), no melhoramento
genético de mangabeira busca-se selecionar plantas que gerem frutos adequados
para o cultivo comercial antes da abscisdo da planta mae, com as seguintes

caracteristicas:

e UNIFORMIDADE DE FRUTOS: tanto em termos de tamanho, formato, cor,
brix e acidez, entre outros;

e SAFRA: definir época e sazonalidade, buscando-se ampliar o periodo de
producao;

e RESISTENCIA DOS FRUTOS AOS DANOS MECANICOS/TRANSPORTE:
frutos maduros apresentam textura delicada, danificando-se facilmente devido

a acOes mecanicas;
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e ARQUITETURA/ALTURA DE PLANTA: obter plantas mais baixas com
arquitetura menos alongada em sentido vertical, facilitando a colheita dos
frutos;

e RESISTENCIA A DOENCAS/INSETOS: obter menos perdas de plantas na
area, que resultem em maior demanda por méo de obra e custo econémico
de reposicéo;

e PRECOCIDADE: obter plantas que produzam com menor idade, permitindo
retorno econdmico antecipado;

e AUSENCIA DE LATEX: a producéio de latex pela planta e sua presenca nos
frutos, pode dificultar a colheita antecipada, antes da abscisdo do fruto da
planta, pois ao se retirar o fruto do galho pode ocorrer escorrimento de latex
sobre o fruto, podendo diminuir a qualidade do produto;

e PERSISTENCIA DE PLANTAS: obter a menor mortalidade de plantas na

area, resistindo em maior intensidade a fatores edafoclimaticos desfavoraveis.

Um levantamento cienciométrico sobre Hancornia speciosa revela que dentre
as lacunas no conhecimento sobre a espécie, a dificuldade em descrever e
caracterizar as linhagens botanicas € um dos principais desafios encontrados
(ALMEIDA et al., 2016). Nesse sentido, a identificagdo molecular através da técnica
de DNA barcoding é uma pratica altamente segura e promissora (CBOL, 2009), pois
permite inferir relacbes evolutivas entre as diferentes variedades botéanicas
consideradas para H. speciosa e com isso muito pode corroborar no seu
melhoramento genético, tanto direcionando cruzamentos entre as variedades, como
auxiliando em medidas que propiciem um adequado manejo e conservacdo dos

recursos genéticos.
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CAPITULO I

ANALISE MOLECULAR EM VARIEDADES BOTANICAS DE Hancornia speciosa
Gomes (Apocynaceae)

Manuscrito a ser submetido para publicacdo na revista Crop Breeding and Applied
Biotechnology.
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Analise molecular em variedades botanicas de Hancornia speciosa (Apocynaceae)

Resumo

Sdo descritas seis variedades botanicas de Hancornia speciosa Gomes, no entanto, ha
dificuldade em distingui-las o que sugere que constituam variagdes devido a adaptacoes
ecoldgicas. A fim de solucionar problemas de classificagdo taxonémica, objetivou-se estudar
a filogenia usando sequéncias de DNA plastidial. Folhas foram coletadas em oito Estados
brasileiros, 0 DNA foi extraido e regibes plastidiais foram amplificadas e devidamente
analisadas. Foram observados onze haplétipos distribuidos em biomas do Brasil. Dois grupos
genéticos distintos foram observados: um contendo gardneri, pubescens e cuyabensis,
distribuidas no Cerrado e o outro contendo speciosa, encontrada na Caatinga e Mata
Atlantica, o que reflete ser consequéncia de isolamento por distancia. A relacdo filogenética
entre as variedades oriundas do Cerrado revela que gardneri € um hibrido entre pubescens e
cuyabensis. Os resultados evidenciam a inexisténcia de maximiliani e lundii. Conclui-se que
somente trés variedades botanicas (speciosa, pubescens e cuyabensis) devem ser consideradas

para a espécie.

Palavras-chave: Mangabeira, coDNA, DNA barcoding, Taxonomia.
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Introducéo

Hancornia speciosa Gomes (mangabeira) é uma espécie frutifera nativa do Brasil com
elevado potencial no cenario de fruticultura tropical por produzir uma das mais importantes
matérias-primas para a agroindustria de polpas, sucos e sorvetes (Silva Junior e Lédo 2006).
Caracteriza-se por possuir ampla distribuicdo geogréafica e por ser a Unica espécie constituinte
do género Hancornia (Apocynaceae) na qual sdo descritas seis variedades botanicas de
acordo com diferencas principalmente na folha e flor: H. speciosa var. speciosa Gomes; H.
speciosa var. maximiliani A. DC., H. speciosa var. cuyabensis Malme, H. speciosa var. lundii
A. DC., H. speciosa var. gardneri (A. DC.) Muell. Arg. e H. speciosa var. pubescens (Nees.
et Martius) Muell. Arg. (Monachino 1945).

De maneira geral, a variedade speciosa, cuja ocorréncia € generalizada na Caatinga e
Mata Atlantica, apresenta diferenciacdo morfologica singular em relacdo as demais
permitindo que seja facilmente reconhecida a campo, possuindo folhas pequenas, peciolo
longo e fruto de coloracdo amarela com manchas avermelhadas com um formato oblongo.
Diferentemente das variedades pubescens e gardneri que ocorrem no Cerrado, possuem
folhas grandes e peciolos curtos predominando frutos de coloracdo verde claro com formato
redondo, sendo a presenca de pubescéncia nas folhas da variedade pubescens a Unica
diferenca entre estas. A variedade cuyabensis também ocorre no Cerrado, tem folhas médias,
peciolo curto e frutos de coloracdo verde acentuado com formato oblongo. J& maximiliani e
lundii possuem, respectivamente, folhas pequenas com peciolo longo e folhas médias com
peciolo curto e ambas tém relatos de ocorréncia no Cerrado. A variedade lundii também foi

relatada nos biomas Caatinga e Mata Atlantica (Monachino 1945, Ganga et al. 2010).

A identificacdo destas variedades tem sido feita somente por meio de caracteres
morfoldgicos, pratica considerada complexa e passivel a erros devido a ocorréncia de
variedades simpatricas, a alta variacdo entre populacBes e individuos com fenétipo
intermediario (Collevatti et al. 2016, Flores et al. 2018), sugerindo a hip6tese de ndo haver

diferentes variedades e sim varia¢des devido a adaptacdes ecoldgicas.

O conhecimento acerca das variedades botanicas de mangabeira é de extrema
importancia, pois pode fornecer informagdes visando explorar adequadamente a variabilidade
genética disponivel em programas de melhoramento, além de corroborar com informagdes

capazes de promover adequado manejo e conservacdo da espécie. Trabalhos visando &
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caracterizagdo morfoldgica (Ganga et al. 2010, Freitas et al. 2012, Nascimento et al. 2014) e
molecular, por meio de marcadores de DNA (Moura et al. 2011, Silva et al. 2011, Costa et al.
2011, Silva et al. 2012, Amorim et al. 2015, Collevatti et al. 2016, Costa et al. 2017) trazem
informacbes relevantes acerca da variabilidade e diversidade genética existente em
mangabeira, porém, ainda sdo insuficientes para elucidar, de fato, a existéncia das diferentes
variedades botanicas descritas. Dessa maneira, torna-se imprescindivel o conhecimento
mediante as relagcdes evolutivas nas variedades descritas. Sendo assim, objetivou-se estudar a

filogenia molecular em variedades de Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae).
Material e métodos

Material biol6gico e extracdo de DNA

A coleta do material bioldgico consistiu de amostras oriundas de populacdes naturais
em oito Estados brasileiros: Goias, Minas Gerais, Bahia, Ceara, Pernambuco, Paraiba, Sergipe
e Maranhdo, abrangendo os Biomas Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, onde pelo menos 20
individuos foram amostrados em cada populacdo e nove acessos de trés variedades da
Colecdo de Germoplasma da Universidade Federal de Goias, sendo dois acessos de pubescens
oriundos do Estado de Goias, um do Mato Grosso do Sul, dois acessos de gardneri oriundos
do Mato Grosso do Sul e um de Goiés e trés acessos de cuyabensis oriundos do Mato Grosso.
Ressalta-se que a classificacdo boténica para os referidos acessos é equivalente as descrigdes
morfologicas demonstradas na literatura e foram utilizados para dar subsidio as conclusdes

deste estudo.

Nas populagdes naturais a amostragem foi realizada priorizando arvores adultas e sem
sinal de injaria, obedecendo a um distanciamento minimo de 100 metros entre elas. As

coordenadas geograficas foram obtidas por meio de Receptor Global Position System (GPS).

As amostras consistiram de folhas jovens que foram acondicionadas em sacos
plasticos com as identificacbes correspondentes e mantidas em caixa de isopor com gelo até
serem transportadas para o Laboratorio de Recursos Genéticos da Universidade Federal de
Alagoas, Campus de Arapiraca, onde foram devidamente armazenadas em freezer a -20°C até
0 momento da extracdo de DNA. O protocolo utilizado para a extracdo foi Doyle e Doyle
(1990) com algumas modificagdes e a integridade do DNA foi aferida em gel de agarose a
1%.
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Sequenciamento

Trés regides do cpDNA foram amplificadas usando primers descritos por Scarcelli et
al. (2011), correspondendo aos genes matK e rbcL e ao espagador intergénico trnH-psbA. As
reacOes de PCR foram conduzidas em um volume de 50 pL contendo: 1 puL do DNA
genémico, 5 pL de tampao PCR 10X (contendo 20mM MgCl,); 5uL de dNTP 1 mM; 0,4 pL
de TagDNA Polimerase (5 U); 1 pL de cada primer 1 mM e 36,6 pL de &gua ultrapura. As
amplificacdes foram conduzidas em um termociclador (AppliedBiosystems) programado com
uma temperatura de desnaturacédo inicial de 3 minutos a 94° C, 35 ciclos de 30 segundos a
94°C; 1 minuto a 48° C; 1 minuto a 72°C e um ciclo final de 10 minutos a 72°C. Os produtos
de PCR foram verificados em gel de agarose a 1% para verificar a amplificacdo e,
posteriormente, foram sequenciados usando o kit de sequenciamento BigDye®
(AppliedBiosystems) de acordo com as recomendagdes do fabricante seguida de eletroforese

capilar realizada no analisador genético ABI 3500 (AppliedBiosystems).

Andlise de dados

As sequéncias foram alinhadas usando o software MAFFT (Katoh e Standley 2013) e a
filogenia foi reconstruida com o método bayesiano, usando o modelo de substituicio GTR+1+G (Nei
e Kumar 2000) e suporte dos ramos foi acessado com posterior probabilidade. O modelo
GTR+I+G foi determinado usando ‘“Bayesian Information Criterion Evolutionary” no
software MEGA7 (Kumar et al. 2016) e a analise bayesiana foi conduzida usando Beast
v1.8.0 (Drummond e Rambaut, 2007). Uma rede de haplotipos foi determinada usando o
pacote “haplotypes”, implementado no R por meio do método estatistico parcimonia
(Templeton et al. 1992). A analise de componentes principais foi conduzida usando o pacote
“adegenet” e os componentes principais representados graficamente pelos pacotes “plot3D” e

“rgl” implementados no software R.

Resultados e discussao

As regibes plastidiais trnH-psbA, rbcL e matK ndo apresentarem problemas quanto a
amplificagdo e sequenciamento, entretanto, os genes rbcL e matK mostraram que ndo séo
adequados como DNA barcoding em H. speciosa devido ao seu baixo poder discriminatorio,
apresentando um unico haplétipo em todos os acessos analisados. A explicacdo para este

resultado é que a eficiéncia de identificagdo através desta técnica é variavel de acordo com o
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grupo de plantas, por isso os trés marcadores (trnH—psbA, rbcL e matK) podem mostrar
variagcdes na determinacao de perfis genéticos (Hollingsworth et al. 2009, Zhang et al. 2012).

Em contrapartida, o espacador intergénico trnH-psbA detectou polimorfismo nas
sequéncias analisadas, mostrando-se eficiente para comprovar pela primeira vez a existéncia
de diferentes variedades botanicas em H. speciosa. Para esta regido foram sequenciados 427
bp em 151 individuos, correspondendo a 11 haplétipos, distribuidos em diferentes biomas do
Brasil.

A andlise dos haplotipos mostrou distinta separacdo entre a variedade speciosa e as
demais variedades, em que o componente principal 1 (correspondendo a 59%) discriminou o
grupo da variedade speciosa do grupo com as demais (Figura 1A). Por outro lado, pubescens,
gardneri e cuyabensis possuem maior aproximacdo genética. Resultados semelhantes foram
alcancados por Flores et al. (2018), através de analises quimiométricas aplicadas em dados de
ressonancia magnética nuclear (1 H HR-MAS NMR) com o intuito de diferenciar variedades
de H. speciosa, onde concluem que a variedade speciosa é distinta das demais por exibir

maior diferenciacdo quimica em relacéo a pubescens, gardneri e cuyabensis.

A diversidade de nucleotideos oriunda do espacador intergénico trnH-psbA revelou 11
haplétipos: H4, H5, H6, H7, H10 e H11 exclusivos de speciosa; H1 de pubescens; H2, H3 e
H9 de gardneri e H8 de cuyabensis (Figura 1B). A anélise filogenética mostrou dois clados
monofiléticos: um contendo pubescens, gardneri e cuyabensis e o outro com a variedade
speciosa, fato este que coincide com seus aspectos morfoldgicos peculiares em relagdo as
demais: possui peciolo de 9 a 15 mm de comprimento e folhas com cerca de 6 cm de
comprimento e 2 ¢cm de largura (Monachino 1945), além de frutos amarelos e oblongos
(Ganga et al. 2010). Este resultado provavelmente é consequéncia do isolamento por distancia
ja que a variedade speciosa ocorre somente na Caatinga e Mata Atlantica (Chaves 2006). Vale
a pena destacar que é a Unica variedade que apresenta época distinta de florescimento
(Collevatti et al. 2016).

A variedade cuyabensis caracteriza-se por possuir peciolo com cerca de 3 mm de
comprimento; folhas de 4 a 10 cm de comprimento e 1,5 a 3,0 cm de largura (Monachino
1945) e frutos de coloracdo verde acentuado com formato oblongo (Ganga et al. 2010).
Morfologicamente, somente a presenca de pubescéncia nas folhas da variedade pubescens

permite diferencia-la de gardneri, pois ambas possuem peciolo curto, folhas variando de 6 a
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12 cm de comprimento e 3 a 6 cm de largura (Monachino 1945) e frutos de coloragdo verde
claro com formato redondo (Ganga et al. 2010).

Em regides limitrofes de ocorréncia de mangabeira no Cerrado, é possivel observar
plantas com caracteristicas intermediarias indicando uma possivel hibridacdo entre as
variedades encontradas neste bioma (Chaves 2006). O fato de ndo haver restricdo ao fluxo
génico entre as variedades (Collevatti et al. 2016), atrelado ao agrupamento dos haplétipos de
gardneri na arvore filogenética permitem afirmar que na verdade gardneri deve ser um
hibrido entre as variedades pubescens e cuyabensis, onde fica evidente que os dois subgrupos
deste clado sdo formados por pelo menos 1 haplétipo de gardneri enaltecendo a relagdo
préxima com os hapl6tipos dos provaveis parentais. Para Chaves (2006) a presenca/auséncia
de tricomas no limbo foliar é unicamente uma caracteristica qualitativa ndo havendo,

portanto, a necessidade de considerar diferentes variedades, mas sim um carater monogeénico.

As descrigBes morfoldgicas para a variedade maximiliani apontam que ela possui
peciolo com cerca de 8 mm de comprimento, folhas de 5 a 6 cm de comprimento e 2,0 a 2,5
cm de largura. Ja lundii possui peciolo com 3 a 5 mm de comprimento, folhas com 5 a 7 cm
de comprimento e 3 cm de largura (Monachino 1945). Apesar da Colecdo de Germoplasma
ndo possuir acessos para as variedades acima mencionadas, era esperada a formacdo de
haplotipos distintos nas analises realizadas em populacgdes naturais, indicando pertencer a elas
ja que Este estudo consistiu de uma amostragem abrangente com um adequado nimero de
individuos analisados, porém isso ndo aconteceu, sugerindo a possibilidade de desconsiderar a
existéncia de ambas, indicando que as descri¢des fenotipicas sejam resultantes de variacoes

devido a adaptacdes ecoldgicas, o que ndo permite caracteriza-las como variedades.

A distribuicdo dos hapldtipos mostrou que a variedade speciosa, de ocorréncia na
Caatinga e Mata Atlantica, possui seis hapl6tipos, enquanto pubescens e cuyabensis somente
um haplétipo e gardneri apresentou trés haplotipos (Figura 2A). Curiosamente, a variedade
cuyabensis esta distribuida em Minas Gerais, Bahia e no Cearad. Provavelmente a variedade
cuyabensis foi inserida no Ceard mediante agdo antropica. Entre os haplotipos, o H5 exclusivo
da variedade speciosa € o mais abundante e apresenta distribuicdo somente no litoral do
Nordeste do Brasil, enquanto os haplétipos encontrados no Maranhdo sdo distintos dos
detectados no litoral, mostrando uma estruturacdo de populacdes (Figura 2A). A rede de

haplotipos mostrou que os haplotipos da variedade speciosa possuem quatro SNPs. Por outro
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lado, os haplétipos de pubescens, gardneri e cuyabensis possuem somente um SNP (Figura
2B).

Pesquisas demonstram que entre populacdes de mangabeira ha variagdo no tamanho,
cor e producdo de frutos (Ganga et al. 2010, Freitas et al. 2012, Nascimento et al. 2014).
Segundo Ganga et al. (2010), gardneri e pubescens destacam-se como de maior potencial
para a selecdo baseada em caracteres de tamanho e massa dos frutos. Todavia, é
extremamente importante a realizagdo de mais pesquisas com a mangabeira para promover

seu cultivo ja que o extrativismo representa quase a totalidade da producédo nacional.

Conclusodes

Os estudos comprovaram que Hancornia speciosa Gomes possui trés variedades: as
variedades pubescens e cuyabensis que apresentam baixo grau de diferenciacdo entre si e a
variedade speciosa, que apresenta maior grau de diferenciacdo em relacdo as demais. As duas
primeiras sdo predominantes no Bioma Cerrado e a Gltima amplamente distribuida na

Caatinga e nos Tabuleiros Costeiros e restingas da Mata Atlantica.
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Figura 1. A: Analise de Componentes Principais (CPA) em diferentes variedades botanicas de Hancornia
speciosa Gomes (mangabeira). B: Arvore filogenética de H. speciosa baseada em dados do espacador
intergénico trnH — psbA. Suporte representado por posterior probabilidade ou porcentagem.
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Figura 2. A: Distribuicdo dos haplétipos nos individuos estudados em populacGes naturais. As
cores representam os biomas brasileiros de ocorréncia de mangabeira; verde — Mata Atlantica, bege
— Caatinga e azul claro — Cerrado. Os graficos pizza representam as frequéncias dos haplétipos,
conforme legenda contida da figura. O tamanho dos graficos pizza representa o tamanho da amostra
em cada local. B: Rede de hapldtipos (pertencente aos acessos da Colecdo e aos individuos
oriundos de populagBes naturais) obtida por estatistica parcimonia representando os hapl6tipos
pelas corres da legenda da figura A. Os tamanhos dos circulos representam a frequéncia.




Apéndices

Tabela 1: Coordenadas geogréficas em graus decimais de Hancornia speciosa (mangabeira) em diferentes Estados do Brasil.

Populacdes
Individuos Ceara Paraiba Pernambuco Sergipe Bahia Maranhdo  Minas Gerais Goias
1 -7,2666 S -8,5252S -6,6668S -10.611389S  -12,4405 S -2,8788S -16,7657 S -14,2975 S
-39,4875 W -35,0223W -35,1160W  -36.750833W  -41,5191 W -42,9428W -43,9933 W -47,9941 W
2 -7,2736 S -8,5266S -6,6680S  -10.720278S -12,4413 S -2,8829S -16,7439 S -14,3322 S
-39,4872 W -35,0213W -35,1155W  -36.892778W  -41,5186 W -42,8829W -43,9941 W -47,9166 W
3 -7,4038 S -8,56272S -6,6679S -10.715833S  -12,4435 S -2,8795S -16,7440 S -14,3802 S
-39,4844 W -35,0205W -35,1151W  -36.884722W  -41,5185W -42,9492W -43,9937 W -47,8722 W
4 -7,4075 S -8,5285S -6,6689S  -10.723611S -12,4474 S -2,8804S -16,7415 S -14,3786 S
-39,4847 W -35,0181W -35,1147W  -36.876944W  -41,5183 W -42,9497W -43,9933 W -47,9383 W
5 -7,4250 S -8,5280S -6,6688S -10.729167S  -12,4499 S -2,8826S -16,7300 S -14,4119 S
-39,4866 W -35,0174W -35,1154W  -36.873611W -41,5156 W -42,9472W -43,9917 W -47,9497 W
6 -7,4347 S -8,5294S -6,6692S -10.738611S  -12,4530 S -2,8828S -16,8588 S -14,2247 S
-39,4877 W -35,0176W -35,1157W  -36.861111W -41,5150 W -42,9499W -44,2380 W -47,9986 W
7 -7,3530 S -8,5258S -6,6697S -10.735000S  -12,4529 S -2,8823S -16,8488 S -14,4888 S
-39,4955 W -35,0211W -35,1161W  -36.855000W  -41,5127 W -42,9484W -44,2461 W -48,3286 W
8 -7,3447 S -8,5225S -6,6705S -10.744444S  -12,4526 S -2,8818S -16,8536 S -14,3672 S
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-39,4961 W

-7,3561 S
-39,4950 W

-7,3747 S
-39,4950 W

-7,3716 S
-39,4722 W
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-6,6925S
-35,1168W

-6,7038S
-35,1185W

36.878889"W

-10.652500S
-36.873333W

-10.665833S
-36.869444W

-41,4882 W

-12,4299 S
-41,4850 W

-12,4274 S
-41,4840 W

-42,7587 W

-15,3734 S
-42,7590 W

-15,3682 S
-42,7583 W

-50,2866 W

-14,2247 S
-47,9986 W

-14,4797 S
-48,1788 W

-14,3755 S
-48,2897 W




trnH - psbA

W G B G—y -

Figura 4: Padréo eletroforético em gel de agarose (1%) das PCRs obtidas para Hancornia
speciosa em diferentes regibes do cpDNA (trnH - psbA, rbcL e matK). M: Peso Molecular
1kb. FONTE: TERTO, J.
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Tabela 2: Sitios polimérficos no genoma de cloroplasto de Hancornia speciosa baseados no espacador intergénico trnH-psbA.

Posicao
Haplotipos
25 | 55 | 66 | 67 | 80 | 111 | 134 | 137 | 206 | 256 | 391 | v | H-speciosavar.
H1 A G - T - A T T A A C 15 pubescens
H2 A T - A - A T T A A - 1 gardneri
H3 A T - A - A T T A A C 34 gardneri
H4 A T - A T A A G C A C 1 speciosa
H5 A T - A T A T G C A C 52 speciosa
H6 A T - A T A T G C T C 1 speciosa
H7 A T - A T T T G C A C 1 speciosa
H8 A T - A - A T T A A C 8 cuyabensis
H9 A T T - - A T T A A C 19 gardneri
H10 A T - T T A T G C A C 18 speciosa
H11l G T - T T A T G C A C 1 speciosa




